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Abstract of DE1 95301 32 

The invention relates to a process for purifying, stabilising and/or isolating nucleic acids from biological 
materials, said process being characterized in that an adsorption matrix based on carbohydrates (e.g. 
potato flour) is added to a sample of biological materials containing nucleic acids in order to bind 
impurities. 
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© Vcrfahren zur Reinigung, Stabilisierung Oder Isolierung von Nukleinsauren a us biologischen Materialien 

© Vorfahrcn zur Reinigung, Stabilisierung odor/und Iso- 
lierung von Nukleinsauren eus biologischen Materialien, 
dadurch gekennzcichnct, daft man einor Nukleinsauren 
onthaltondon Probe aus biolonischon Matcrialion oino 
Adsorptionsmatrix 2usctzt, die derail bescnaffon ist, dafj 
sio Verunroinigungon, dio zur Schadtgung von Nukloin 
sauron fuhron odcr/und dio Durchfuhrung enrymatischer 
Reekiioncn verhindem oder/und enzymatische ftcaktio 
nnn hamrnen, hindan kann. und anschlieQend rii« Nwkfa- 
insauron gngcboncnfalls von gebundenen Vcrunrcini- 
gungen abvenn*.. 
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Beschreihung 

Die vorlicgcndc Ertiodung bctriftt cia Vcrt'ahrcn zur Stabilisicrur.g. Reimgung odcr/und Isolierung von Nuklcinsaurcn 
aus biologischcn Materialmen durch Entlcrnung von Vcrunrcini gunge n. z. B. von Nuklcinsaurcn schadigendcu und enzy- 
maiische Rcaktioncn hcmnicndcn Suhstanzcr. Dieses Verfahren isa insbesondcre zur Analyse, zum Nachwcis oder zur 
Isolierung von Nukleinsauren in Stuhlproben geeigncl. Weilcrhin wird ein fur die DurchfJhrjng des crfindungsgemaBe n 
Verfahrcns gccigr.ctes Reauenzienkil offenban. 

Zahlrcichc Bcispiclc aus verschicdcncn rorschungsbcreicheo bclegen tiic Bcdcutung der Analyse von NuUcinsii urcn 
aus biologischcn Mated alico, die mi: Substauicn vcrcnrcinigi sind. wclchc Nuklcir.saurcn witluvnd dux Lagcrung scba- 
io cligcn und cine cnzymalischc Manipulation der Nuklcinsaurcn. z. li. durch Aiuplilik-atioo hemmcn. Dahcx ist cs fur die 
Brauchharkeit der in den biologischcn Materialmen enthallenen Nukleinsauren fur weitere Analysen wichlig, daB dicsc 
Substanr.cn nur in schr nicdrigen Konzenirationcn vorhanden sind oder ganzlich aus der Probe emfemt werricn. 

Itine besundcre Bedeulung bcsilzt die Analyse von Nuklcinsaurcn aus fakalcn Probcn. Die mcdizimschc Haupianweo- 
dung ist der Nacbwcis tunoorspczifischcr Vcrandcrungcn von nuklcarcr DNA aus Shilil. die als Parameter bci der Iruh- 
15 diagnose von 'JXjmorcn des Vcrdauunp strains dicnen konncn. 

F.inc Melhode /.ur Isolierung von Nukleinsauren aus Sluhl wird in WO 9-3/2G235 olTenbart. Diese Meiliode ergihl jc- 
doch nurgeringe Aushewteu an Nukleinsauren. Weilcrhin werden DNA-schadigerulc odcr/und PCR-hciiimcndc Suhsian- 
zen rucbt abgctrcnni. Dahcr kann die isolicrtc DNA oicht iibcr liinpcrc Zcii gelagcrt werden und cine Amplitikation zur 
Venncluung spczirischcr, zu analysierendcr (ienabschnirtc dicscr DNA befert kcinc reproduzicrbaren lirgcbnissc. iiin 
20 besonders schwcrwicgcndcr Nacbtcil des bekannten Vcrfahrcns besteht darin, daB bci der lXJR-AmpufUtttion kcinc in* 
taktcn DNA -Fragment mil cinhcitlichcr 5>c^ucnz entstcben. die fur cine wcitcrc Analyse notwendig sind. Urn dicsc zu 
crhalict:. isi cine atiCwcntage Klonierung der uinplilizicrtcn (tcnuhsclifitiic notwendig. Kt«:h ein wei Icier Nacbtcil <les 
Vcrlahrcns des Si amies der Teehfiik lieslebl darin, <laB <lie sisirk gesurdheilssehadigendcn 1 .osungsrniiicl Phenol und 
C.'.ilorolonn verwendet wet den musscu. 
25 tine der vorlicgenden lirlindung zugruoce begenden Autgabc war somit die BcrcitstcUung cincs Vcrfahrcns, nut dem 
Nuklcinsaurcn in biologischcn Matcnalicn gcgen Abbau stahilisicn und bei dem die enzymatische Manipulation von 
Nuklcinsaurcn hemmende Subsianzcn ahgelrennt werden kttnnen. Tnshesondcre soli cin Verfahren hcreitgesleltl werden, 
1 das eL'ic zuverliissige Isolierung von DNA aus fakalen Probcn cnuoghcbl. 

Diese Aufgabc wird gelosl durch ein Verfahren zur Rcioigung. SlabUisicrung odcr/und Isolierung voo NukJcuisUureu 
30 aus biologischcn Matcrialicn. welches dadurch gckcnnzcichnct ist, dall man cincr Nuklcinsaurcn cothaltcndcn Probe aus 
biologischcn Matcnalicn cine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Vcrunruinigungcn zusclzi und anschlicUcnd die Nu- 
kleinsauren gegebcncnfaJIs von gebundenen Verunreinigungen abtrenm. 

Durch das crfindungsgemaBe Verfahren kann die Hrauchbarkeit von aus biologischcn Materialien isolierten Nuklein- 
sauren, insbesondcre DNA, deutlich verbessen werden. Weilcrhin werden durvh den Zusulz der Adsorpuonsuiatrix so- 
35 wohl Nukleinsauren schiidigende ab aush die enzymatische Manipulaiion hemiuende Substanzeo weilgehend abgc- 
trennt. Die durch das crfindungsgemaBe Vertahxcn stabilistcrtcn Nuklcinsaurcn konncn dahcr ubcr langcrc Zcit gclagcrt 
werden. Darubcr hinaus werden bci cincr Amplification der durch Zusatz cincr Adsorpuonsrnatrix bchandclten Nuklcin- 
saurcn. z. H. durch PCR. rcpnKluzierbarc Krgebnissc erhallen. Dicsc Reprodu/:ierbarkeil isi essenlicll fur die Ausxage- 
krafl der erhallcncn Rrgchnissc bei der Nuklcinsiiurc- Analyse. Die hnhe Qualiliil tier durch da.'* crlindungsgcniaQc Vfcr- 
40 fahrcD gcreinigter Nuklcinsaurcn zeigl sieh bei spiels we ise darin. dafl sic direkt durch Sequenzierung oder Helcroduplex- 
analyse unicrsucht werden konncn. Eine KJonierung ist nicbl notwendig. AuBerdcm Utiissen beiin erAndungsgcmaCcn 
Verfahren kcinc gcsundhcitsscbadigcndcn LbsungsmiUcl ciogescut werden. 

l>ic beam crtiodungsgcmaUcn Vcrfalircn vcrwcndctc Adsorpuonsrnatrix ist dcrart beschaficn, daB sic Verunrcinigun- 
gen, die zur Sehadigung von Nukleinsauren ftihren <x lur /und die DurclifUhmng cnzyiitalisuher Rraklionen verhin<lem 
as <kler/und cnzyinalisehe Reaklionen heniuien, wic elwa Abbaupr<Klukle von Huinuglobin, •/,. B. Bilirubin, <wLer/un<l Gal- 
lensauren oder Satzc davon. hinden kann. Vorzugswcisc verwendet man cine unlosbchc Adsorpuonsrnatrix, da in dicscm 
Fall cine Icichtcrc Abtrcnnung von der Probe mbglich ist. 

C»uie F.rgcbntsse werden mit einer Adsorpuonsmauix auf Basis von Kohlenhydraten oder/und Polypepriden erhallen. 
Bcvorzugt ist cine Adsorpdonsmatrix auf Basis von KohJcnhydraicn. z. B. cine Adsorptions matrix, die Polysaccharide 
50 cnlhaU. Besonders hevorzugl verwemlel man cine AilsorptKinsmalrix. die a- (Mler/und f$-glykosidisch verkniipflc Kt>h- 
lenhydraic enihali, B. Siarke. CelluU>se. Dcrivaie von Starke und Cellulose <xler Mischungen davon. 

Am nicisteo bcvorzugt ist die Vcrwcndung von Mchlen, d. h. im wcscmlicbcn cincr Mischung von Cellulose. Starke. 
Lipidcn und Salzcn oder Bcstandtcilcn daraus. ALs gocignct baben sich bcispiclswcisc Mchlc aus (ictrcidc. Mais, Hrbscn, 
£>oja und KartolTcln oder Besiandteile daraus bzw. Mischungen davon. erwiescn. FUr einen Fachmann isies selbsrver- 
standlich, daB neben den genannten Mchlsorten auch andcrc Mehlsoncn h7.w. Mischungen von mchrercn Mehlsorten 
oder Bcsuindlcilen daraus cingesctzt werden konncn. Am mcisler. bcvorzugt ist die Vcrwcndung von KanofTcbnehl oder 
Besiandteilen daraus. 

Weilcrhin bcvorzugt ist die Vcrwcndung cincr Adsorptionstnairkx auf Kohl enhydrat basis zusammcn mit loslichcn Bc- 
standtcilcn aus Mchlen, insbesondcre ous cincr oder mchrercn der obcngcnaruitco Mchlsorten. 

*> Die Menge, in der die Adsorptionsmatrix der biologischcn Probe zugeseczt wird, hSngt im wesentlichen von der Be- 
schafTenheit der Probe, d. h. der Menge an Vcrunreinigungen, ah. Cute Frgchnisse wurrten erhallen, wenn man die Ad- 
sorptions-matrix in einem Gcwicblsanteil von 0,05 : 1 bis 1(X) : 1 beziiglich der Nukleinsauren enthallcnden Probe ver- 
wendet. Besonders bcvor/.ugt wird die Adsorptionsmalrix in cincr Menge von 0,1 : 1 bis 10:1 zugesetzl. 

l>ic Nuklcinsaurcn cnthaltcndc Probe, die durch das crtindungsgcmallc Verfahren subitisicrt werden soli, stammt aus 

65 biologischcn Materia lien, die Nukleinsauren abbauende bzw. enzymaiische Reaklionen heniruemle Vcrunreinigungen 
enlhallen. Vor/.ugsweise stanniil t lie Nukleinsauren enihallende Prol>e aus Fsikalien. Sic kannjedoch auch l>cispielsweisc 
aus andcrcn Qucllcn, z. B. Cicwcbcn jeder An. Knochcnmark. humane n und ricriscben Korpcrtlussigkcitcn wic Blut, Sc- 
rum, Hasina. Urin. .Sperma. ('crcbrospinainussigkeil, Sputum und Abslrichcn, Pflanxen, l^aanzentcilen und -exlraklen. 
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B. -saflen, Mikmorganisinen wie Baklerictt, fossilen Proben. Bmlcnpmbcn. Klkr*chlamm, Ahwasscrn unci I .ehensiml- 
ic!n slammen. Als Verunrcinigungcn konnen bcispielsweixe Abhauprodukie von Mairiogiohin odcrAmd Gallensauren 
Oder Salzc da von, abcr aucb aodcrc Artcn von Nfcninrcirigungcn cnth alien scin. 

Zur besscren Haodhabung des Vcrfahrcns hat cs sich als gunstigcrwicscn, die l*robc aus biologiscbcn Matcrialicn vor 
dem Zusalzdcr Adsorprionsmairix in cincr Puflcrlosung aurzunchmcn. Die Inkuharicn <tcr Probe mit dcr Adsorptions- > 
matrix kann bci Raumtempeniuir erfolgen. Die Inkuhationsdauer kann in wcitcn Bereicnen variten werden. Naehrtcr Tn 
kubaucn kann die Adsorpuonsuiairix c, B. durch Zcr.irifugauoo von dcr Probe abgeircnnl werden. 

Die Uehandlung mil der Adsoipiioosica'jix fchn zu cioer signilikanicn Slabiliialscrhohung der in der Probe calhaJlc- 
nco Nuklcinsauren und bci cincr unscblicbcndca isolicrung dcr Nuklcinsauren zu cincr besscren Rcproduzicrbarkcit. 
Dies gill insbesoodcrc. wenn sich an die Isoucrung cine enzymatische Manipulation dcr Nuklcinsaurco. z. U. cine Am- 10 
plifikation odcr/und cine Restriki-onsspaUung anschlicBL Besonders hevorrugt wird die Amplification, 7.. IV darch VCR 
(Polymerase Chair. Reacrion). I X'R (J.igase Chain Reaction). KASHA (Nucleic Acid Base Specific Amplification) odcr 
3SR (Self Sustained Sequence Replication) durchgcfuhrL 

liin besonders bevorzugter Aspckt dcr vorlicgcndcn liriindung ist die Analyse, dcr Nacbwcis odcr die Isolicrung von 
Nuklcinsauren, insbesonderc DNA, aus Stuhlprohcn. Durch das crhndungsgcmaUc Vcrfahrcn sind saubcrc und amplifi* 15 
/.ierhare Nuklcinsauren aus rakalen Proben erhaHlich, die '/jiiii Nachweis von MuUlinncn, inshesondcrc von luinorspe/.i- 
fischen DNA-Muta»ioricn verwendet wen Jen konnen. 

Das crhndur.gsgc malic Vcrfahrcn besitzt groBc Bcdcutung fJr die Tumordiagnosrifc, da csden soczilischcn Nacbwcis 
nuklcujer eukajyotiscber Nuklcinsauren in (icgenwan von Verunrcinigungcn uod grower Mcogcn an baktcricUcn Nuklc- 
iasaurca crmogiicht. " 20 

Durch Analyse von Stuhl-DNA timer Anwcoduog des criindungsgcaia'Bcr* Verfahrcns konnco 'l"umorco des Vcrdnu- 
ungsimkts. in.sbeNOiulcrc Piinkrvas- ixler l>uniUunioren, (Wilier i:n;l genauer diagnnsli/.ien werdttn. Diesc Diagnose rr- 
lolgl heispiclxweise durch Unersuehung von Onkogcncn otL-r/und Tuniorsupprexsorgcnen auf tumorsjiey.ifjsche DNA- 
Mulalioncii. Du ZcUco von Tumorcii des Vcrdauungstruktcs hiuteod in dcu Stuhl abgcscrulicrt werden, isi cine Detcktion 
von tuinorspczilischcn DNA-Muuitioncn im Stuhl durch das crundungsgcinaUc Vcrfahrcn mogbeb. 25 

ln» Clcgcnsai7. zum einzigen. aus dem Stand ricrTechnik bekanntcn nichl-invasivcn Koutinetesl auf koloruklale Tumo- 
rcn, clem Test auf okWuttes Tilut im Stuhl. komml cs beim erftndungsgemafien Verfahrun nicht hzw. nur schr scltcn zu 
faisch-posiliveo Er>»ebr.isscn. 

Dariiber hinaus ennoglichl der Nachweis von Mutationen io (jeoen. die schon im Adeiioiiisladiuu;. d. |i. in eincui schr 
triihen Stadium dcr Tumorprcgrcssion inuliercn, cine dc atlicb friiherc und spczihschcrc Diagnose als dcr Siuhl-Blurtcst. 30 
Als gecignctc Obfcktc dcr Mutationsanalyscr. koruisn iosbesonderc das Tu mors upressorgen APC (Adenomatoses Polypo- 
sis Coli) (Tearon und Vogclstein (1990). Cell 61. 759-761) und das ras-Onkogen verwendet werden. Durch Mutations- 
analyscn dicser heiden Gene in DNA aus Stuhlprohcn konnen insbesonderc Darmrumoren. z. Ti. Dickdarmtumonen. und 
PankrvaMutaoren crfaJ3t werden. Neben dcin AP(!-<icn und den: ras-Cien kenrten uaiurlicb auch w«citcre luuiorrclevanLe 
(ieoe fur die Krebsdiagnose als Anaiyseobjekic dicoen. 35 

liinc wcitcrc wicbtigc An wen dung fur die criindungsgcmaBc Isolicrung voo DNA aus fakalcn Probco sind zoobiolo- 
giscbe populationsgcncriscbc. cvoluuonsgcnctiscbc und botanischc Studicn und Untcrsucbungcn von 'llcrcn und Pflan- 
/4;n. Bisher sehcilern demnige Uiucrsuchungcn xehr haufig an der Sellenheil einer llenin und <ler geringen Wahrxchein- 
lichkeil, tlie heUefTendcn Tiere an eincln hcNlinmilcn On un/.ulrefl'en. Hei Kennlnin des ungefuliren AufenthalLHOrtcs 
kann eine Analyse von zuruckgelasscneo FiikaJieo durch das erfindungsgcutaBe Wrfahren wichtige Hinweise auf den 40 
Verwandtschaflsgrad der Tiere. auf zuriickgclegte Wander ungswege oder auf die NahningsgewohnheileA der Tiere be- 
tern. Hbcoso konnen aus dcr Analyse fakaler Nukleinsaurco, z. li. durcb Nacbwcis mikrobtcllcr odcr viralcr Nuklcinsau- 
ren, wichtige diagnostischc Inl'ortnationcn ubcr Inlcktioncu. z. U. baktcr idler odcr viralcr Art abgclcitct werden. 

F.in weil«tntr Gegen stand dcr vorliegenden Kr fit m lung isl ein Ruiigeti/.ii:nkit /.ur Slahilisierung und Reinigung von Nu- 
klrinsiiiirvn aus hioUigischeu Vliiltsrijilieti, umfussend: 4^ 

(a) cioco zur Aufnahmc cincr Nuklcinsauren cnthaltcndcn Probe gecigaeten Kjftcr und 

(h) eine AdsorptionsmanHx zur Hindung von Vcrunneinigungen aus den hiologischen Materia lien, die dcran he- 
schalTcn isl, daJi sic Vcnnucuiigungcn. die zur Schadigung von Nuklcinsauren liihrcn odcr/und die Durch tuhrung 
en/ytnalischcr Reakiionen vemindern tuler/umt eti/.yinalische Rcaklitmen hetumcn, hinden kann. i« 

vbrzugsweisc cnlbalt das Rcagcnzicukit zusatzliche Mittcl zur Reinigung von Nuklcinsauren. die z_ H. mincralischc 
odcr/und organise he Tragcr sowic gcgcbcncn falls Losungcn. Hilfsstoffe odcr/uod Zubchor umfasscn. Mincralischc Bc- 
siandteilc von Tragern konnen hetspielswetse rxwose oder nichr-porose Metalloxide Oder Metallmischoxide, 7-B. Alu- 
miniumoxid, Tiundioxid odcr Zirkoniumdioxid. Silicagele. MarcnaJien auf Basis von Clasem, z, B. modihzienc oder v> 
nieht-uiodifizicrte (Haspartikel oder (UasiitehL Quarz, Zcolilhc oder Mischungen von eir.er oder nichrercr der obenge- 
nannicn Subsunzeo scin. Andcrerseits kann der Thiger auch organisehc Bcsiundleile cnohallen. die c. B. aus gegebenen- 
falls mit funktioncllcn (jruppen roodiuzicrtcQ Laicxparlikcln. synthciischcn Polymcrco. wic ctwa Polycthylcn. Polypro- 
pylcn, Polyvioylidcaltuorid. insbesonderc ulu-obochraolekularctu Polycthylcn odcr HD-Polyctbylco. odcr Mischungen 
von cincr odcr mehrcrcn dcr zuvor genannten Suhslanzen ausgewih It werden. m 

Der Tragcr kann hetspielsweisc in Torm von Partikcln mit einer mirtlcren CiroOc von 0,1 urn his 1000 um vortiegen. 
Bci Vcrwcndung cines porosen Tragen; ist eioc luilUere PorengroCc von 2 ujii bis KMX) pin bevonugl. Dcr TViigcr kjinn 
bcispiclswcisc in Form loser Scbutiungeo von Punikeln. Fdterschichten. z. B. aus (ilas, Quaxz oder Keraitulu Menibra- 
ncn. z. II. Mcmbra;icn t in denco cin Silicagcl angoordnct ist, Fascm odcr (Jewcbcn aus nuncralischcn Iragcrn, wic clwa 
Qiiar/.<xier Cilaswolle sowic in Form von 1 elites oder Fri I tent ttateri alien aits synuSeiisehen Polymeren vorlicgcn. 65 

Wcitrrhin kann ilas Rcagen/icnkil aueh noeh gccignelc UVsungen. B. Waxehliisungen uicr PufTcrNVsungcn /ur Auf- 
nahinc dcr Probe cntlialtcn. tin zur Aufnahmc cincr Nuklcinsauren cnthaltcodcn Probe gccignctcr PufTcr ist bcispicls- 
wcisc cin Puflcrsysicui auf Basis von 'iKs-HCl pH 8.5 9^, ED i A und gcgebencnfalls NaCl. Kin besonders bc\-orzugtcr 
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PufTcr. insbesondcre vur Aufnahiiie von Sluhlprohen, enlhalt 500 inM Tris-HQ pH 9. 50 mM KDTA unci 10 tiiM NaO. 

AuGcidrtfi kunn tins erfindungsgcmiiGe Rcagen/.ic:ikil auch HiirssUitTc wic F.nxymc und amlerc Millel /.ur Manipula- 
tion von Nuklcinsaurcn cnihaltcn. z. 13. raiodcstcns cincn A uipltfika lions primer und zur AxnpUlikalioD von Nuklciosau- 
rcn gceignctc bnzymc, z. H. cine Nuklcinsaurcrxilvmcrasc odcr/und mindestens cine RcsuiktioascndonukJcasc. 
% I>ic Primer zur Arr.plihkation von Nuklcinsaurcn stammer. 7WCCkmaBigcrsvcisc aus clcn zu analysierendcn Ccncn. 
d. h. hcispiclswcisc aus Onkogenen odcr/und Tumors upnessorgencn. Zur Amplification von Nukleinsaurcn gecigncte 
En/.y : re und Rcstri k lion a* ndon uklcuscn si nd bckaonl und korr.i iicr/.icll erhiill lich . 

Wciicrbin soli die vorlicgende liruodung d arch das nachfolgcndc Bcispiei er lauien werden. 

10 licispicl 

Analyse vun DN'A aus Sluhlprohcn 

lis wurden tolgcndc Adsorptions™ 3trizcn gctcstct: kninobilisicrtcs Rindcrsc rum- Albumin <Ri> A), Cellulose end Kar- 
H :o;Tcl5Uifkc (allc von Sigma. Mimehen. Dli) und Karlottclmchl (Ilonip, Postbus 45, 1540 AA Koog a/d Zaan, NL). hci 
drm es sich im wesenilichcn uni cine unU'mliche Mischung a:is Cellulose, Slarke. I.ipiilcri und Sal/en handeh. 

Vcnsch.'ichc Sluhlprohcn wurden gcKuiiiiucli, cm;:«:fmivn und hei -KI)"C! aulltcwahn. 200 rug Stuhl wurden in frOO pi 
.Stuh:-I>i)s=pullcr (SLP: MKl mM Jris-HCl p!l 9.0. JSC) inM EDTA. 10 mM Na<:i) bomogcnisicrtl Zu jewcils 1/4 des Ho- 
mogenats wurden 200 pi SLV mil 100 ing dcr jcwciligcn Adscrptioosuuilrix gegeben. Die Kischupg wurdc heftig ver- 
20 mischt uod zweimal bci 500 x g bzw. 13000 x g lur jewcils 5 inin zur Priizipitatioo von Baktcricn und andcrcr. Vcruorci- 
nicunccr. /cntrilucicrt. Nach lie hand I one. des klarcn Obcrstanris mif Proteinase K in ciner Konzcntration von 2.5 mc/ml 
wtinlc die DNA utiier Vcrwcitd.ing ciner DNA-Spinsliuli- (Qf;igcu, Milder. DP.) gcrvinig:, die /ur DN A-ttctnignng aus 
Ulut undCicwebe gcoigncl ixi. Die S;uilunUladu:ig tend WaschscnriUu wnnicii wic voiii llcrsieher ungegchen. durchge- 
liihn. 

25 Die DNA wurdc dano aus dcr Spinsaulc in cincm Hndvolumeu von 1M) pi dcsdllicrtcn Wasscr cluicrt und bis zur Ver- 
wendung bci - 20°C aufhewahn. Die Aushcme an chmmosomalcr DNA wurdc durch Messung dcr Absorption bci 
260 nrn bcstimmL 

Allc Praparulioncr. zeij-.tcn tcrcjciiubaie (Jesaini-DNA -Menken v«i 15-20 Auf cincm analytic hen Aj:arose^cI 
waxen koine \ Joiersebiede zwischen dcr nenouiiseben DNA aus Praparalionen nul und obne Adsorpuonsmairix zu erken- 
.v> ncn. Durch Zugabc dcr Ad sorptions matrix wurdc ai:ch kcine lirhohun« in dcr Ausheutc dcr cxtrahicrtcn chrmiiosomalcn 
DNA Icstficstcllt 

Turn Tcsidcr Sl^hilitfit dcr isolicncn Nuklcinsaurcn wunic die DNA nach einwochiger Autbcwatirung untcrsuchL Die 
lirgchnissc sind in Tancllc I gc7£igt Die 5tabilstcn DNA-Pnobcn wurden nach Vcrwcndung von Karxofrelmehl a Is Ad- 

sorpuonsmuirix erb alien. 

35 Viir die Ainplinzicrung durch IK IK wurden 3 pi dcr jjereinigten chrouiosouialen DNA in cincn i Gcsaiulvoluiiien von 

50 pi verwendet, das 10 m.M Tris-IICl pll 8.3. 50 inM XC1. 1.5 niM/MgCl ? . 30 p.M jcwciLs AA'IY, dCll* dG Jl* und 

dTIV, 400 nM jedes Priuicrs, 100 pg/ml RS> A und 0.75 liiohcilcn Taq-Polymcrasc (AGS, JIcidclbcrK. Dli) cnthiclt. 
Zur Scnsilivitalsbesscrung warden Ncsietl-PCR-Melhoclcn (vgl. Jackson et al., (1991), in McPhcrxon, N.J. Quirkc, P. 

Taylor, G.R. (Hrsg.), I"CR-A IVaelical Appmach. Ox Ton! University Press) unlcr Virwendung vun B'rotin-iiiarkicrlen 
40 Nesuxl-Prititem durchgeOjon. Eioe PCH vod in Abwcscnheii ciner Adsorptions matrix gereinigien DNA-Proben war 

voUsliindig blockien. Durch Zusatz von RSA. CclJuioiie oder KartorTelsUirkc als Adsorpuonsmalrix konnten leilweisc re- 

produzicrbarc PClt-l£rgcbnissc crhaltcn wcrdco Oabcllc I). 

Rcproduzicrbarc PCR-lirpcbnissc in alien zchn analysicrtcn IVobcu wurden bci Vcrwcndung von KaxtolIcUncbl als 

Atlsoqitionsinalrix crhaltcn. Die PCR-Fragmenlc warcn /jir Ver went lung bci dcr Hctci<«hiple*;in:ilysc und auch /ur di- 
4-S rcklcn Se4pieii/.ieritiig geeignel. Hicr/.u crAilglc cine Pniparalion v;in cin/4:lNlningig«r DNA unlcr Vcrwcmlung von 

Strcplnvidin-gckoppcllcn Magnet beads (Dynal, Hamburg. Dli) genial! den Aug a ben des Hcrstcllcrs. 
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TABKU J 7 . 1 : F.igensehaften von nuUciirer ON A aus Siuhl 



Matrix 


Verluet' 


PCR* 




80 % 


0 


RSA 


60 * 


3 


Cellulose 


60 Sr 


4 


KartoffelstSrke 


60 V 


4 


Kartof felnehl 


< 5 % 


10 



• Dcr DNA-Verlust durch /ibbau wurde nach Aufbewahrung fur 1 Woche 
bei - 20°C durch analytische Agaronegelelcktrophorese una 
spektrophotometrische Analyse gemessen. 



b Es wurde eine PCR von DNA aus zehn verschiedenen Stuhlproben 
durchgef uhjrt: . Es 1st die Anzahl von Proben angegeben, die dui~ch 
PCR analysierbar waren. 



Pale n taxi spriiche 

1. Vcrfahren zur Kcinigung. Siabilisicmnp Ov1cr/ur.d Isolicrung von Nuklcinsatrrco aus biologischcn Matcrialicn, 
dadureh gekeoazeichnct, daJS ra3n ciocr Nukleinsauren cnthaltcodcn Probe aus biologiscbcn Matcrialica cine Ad- 
sorphonsrnalrix y uscl/.t, die tlerari iKrschaOen is!, daB sic Vcrunreinigungcn. die zur Schadigung von Nukleinsauren 
fiihrcn <xler/und die Durchfuhrung cnzymaii seller Rcaktinnen verhindern cxler/uncl cn/ymatischc Rcakfioncn hcin- 
nicn. binden kunn, und anschlicfleod die NuUeinsiiuren gcgcbencnlulls vod gebundeneo Vcrunreuiiguogen ab- 40 
trennl. 

2. Vcrfahren nach Ansprucb I, dadurcb gckcanzcichnct, daB man cine Adsorptions matrix aui' Koblcnhydratbasis 
zusctzt. 

3. Vcrfahren nach An sprue h 2. <lai lurch gckcinr/richnel, cbO man cine Adsorplicinstiiairix '/.iisely.1, die a- oder/und 
p-glyknsidiseh verkniipfic Knlilen hydrate cnihall. 4S 

4. Vcrfahren nach cincm der Anspruchc 1 3. dadureh gckcnuzcichncu dab man cine Adsorptinnsmatrix verwendet, 
die Starke, < .'cllulosc odcr Mischunpcn davon cntbalL 

5. Vcrfahren nach eincm dcr Anspruchc 1 -4. dadureh gckcnnzcichnet.daQ man als Adsorptionsmalrix ein Mchl aus 
Cctrcidc, lirbscn, Mais, Soja, Kartottcln odcr Bcsiandtcilc daraus odcr Mischungcn davon verwendct. 

6. Vcrfahren nach Anspruuh 5, dai lurch gekenn/eichncl. dnG man Kanoflelmchl <*ler Hesiandieile daraus verwen- !W 
del. 

7. Vcrfahren nach cir.cm dcr Anspruchc 1 6, dadurcb gckcnnzcichoci. daU man cine Adsorptions matrix aui Kob- 
len hydra tbasis zusanunco nut losucbcn Bcstandtcilcn aus Mehlco verwendct. 

8. Verfahren nach einem der Anspruchc 1-7, darturch gekennzeichneu daG man die Adsorptions matrix in cincm 
Gcwichtsanusil von 0,05 : I his 100 : I hc/ilglich der Nukleinsauren enthaltendcn Prnbc zusctzt. 35 

9. Verfahren nach cincm der Aospruehc 1 K. dadureh gekennzeiehocl. daO die Nukleinsauren cothaUcndc Probe 
aus (icwebca. Knoehcnuiurk. Korpcrniissigkciten. Pflanzcn, Pnanzeoteilen und -cxirakien. Mikroorganisxiicrj, fos- 
silcn Probco. liodenproben. KlarschJamnu Abwasscrn, lakalicn und Lci>ensmitlcln stammt. 

10. Vcrfahren nach cincra dcr Anspruchc 1 9, dadureh gckcnozcicbncu datt die Nukleinsauren cnthaltcodc Probe 

als Vcrunreinigungen Suhstanzen mit Nukleinsauren schariigender oder/und enzymatische Realctionen hemmender AO 
Wirkung enthalt. 

1 1 . Verfahren nach einein dcr Anspruchc 1 10. dadureh gckeonzeichnel, daB die Nukleinsauren enthallcnde Probe 
als Vcrunreinigungen Abbauprodukle voo Hainoglobin oder/und Gallensaureo odcr Kal/.c davon enlhah. 

12. Vcrfahren nach cincm der Anspruchc 1-1 1, dadureh gckcnnzcichoct, dab* man die Probe aus biologiscbcn Ma- 
terialien vor dem Zusal/. der A dsorpl ions matrix in einer Puflerlosung aufnirntut. &s 

13. Vcrfahren nach Anspruch 12, dadureh gekcnn/eiehnel. <LjB sich an die Isolicrung cine cn/ytiiatisehe Manipu- 
lat ion dcr Nukleinsauren anschlicttt. 

14. Verfahren nach Ansprucb 13. dadureh gekcnnzeichneu dau die ciuymaiischc Manipulauon cine Atnplilikation 
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oder/und cine Ttexiriktionsspafiung uTtifaBl. 

15. Vcrfahnen nach Anspruch 14, dadurch |»ekcnn/eichncL da£ die Amplifikajinn durch (FolyMiera.se Chain 
Kcacuoo), LCK (lieasc Chain Reaction). NASH A (Nucleic Acid Base Specific Amplification) odcr 3SR (Sclt Su- 
stained Scqucocc Replication) crtolgL 

16. Vcrwcnrtung cincs Vcrfahrcns nach cincm dcr AnsprJchc 1-15 7.ur Analyse, 7.u:r, Nach wc is odcr zur Isolicrung 
von Nuklcmsauren aus Stuhlprohen. 

17. Verwendung nach Anspruch 16 /ui:i Nachvfceis von DNA-Muiauoocn. 

18. Verwendung nach Anspruch 1ft odcr 17 zur Analyse, zu:n Nachwcis odcr zur Isolieruug nuklcarcr eukaryonli- 
schcr Nuklciosaurcn. 

19. Verwendung nach Anspruch IS ?ur l>ia£nostik von 'iumorcn des Vcrdauungs Irakis, insbesonderc von Pau- 
kreas- ortcr Darmrumoren. 

20. Vcrwcnrtung nach Anspruch 1 9. dadurch gckcnn7eichne! datl nun Oncogene cvicr/unc! Tumorsupprcworgcnc 
uniersuchL 

21. Vcrwcndur.g nach Anspruch 18 zur Untcrsuchung von Ticrcn und Pflauzcn. 

22. Verwendung nach Anspruch 16 Mini Nachwcis raikrob teller odcr viraJcr Nuklciosjurcn. 

23. Verwendung nach Anspruch 22 /ur Diagnoslik haku:ricllcr und viralcr Infcklionen. 

24. Rcagcn/ienki: /.ur Reinigung urui .Slabilisicrung vim Nukleinsauren aus hiologischen Malcrisdien. urnlasMjuc!: 
(a) ciocn zur Autnahmc cincr Nuklciosaurcn cmbalicodcn Probe gccigncicu Putter und 

<b) cine Adsorptions ni an ix, die dcran bcscballcn isi, rial* sic Vcruarcinigungcn, die zur Scbadigung von Nu- 
klciosaurcn fdhrcn odcr/und die Durchrtlltruiig cnzymatlschcr Rcakuoncn verhiodem odcr/und cruymatischc 
Rcaktioncn hemrucn. bioden kaon. 

25. Kcagcn/ieiikil nach Anspruch 24. /.usai/.tieh unifassencl Mini:: /.ur wehervn Kcinigung vim Nuklcinsaurun. 

26. ttcupcm/ienkil nach Anspruch 25. duilurch gckcnn/richiu-.l, datt die Millcl /.ur weiicrcn Kcinigung vein Nuklc- 
iusacrcn uuccralischc odcr/uud orgaiuschc Trttgcr sowie gcgcbcitcotuils Lcsungcn, Hiilssiollc odcr/und Zubchor 
umiasseo. 

27. UcagenTtcnkit nach Anspruch 26, dadurch gekennzcichnct, daB der Tragcr mincralische TCesiandlcile aus poro 
sen oder nicht-porosen Melalloxiden oder Mcialimischoxiden. Silicagelcn, Materialmen auf Basis von Glascm odcr 
Quarz, Zeoliihcu odcr Mischuogen davo.n cnihall. 

2K. Rcageuzieokil nach Anspruch 26, dadurcb gekeonzcichncl, dafl dcr Tragcr orgaoisclic BeslarulieiLe aus gegebe- 
ncr.falls modifizicrtcm I-aicx, synthctischco Polymcrcn odcr Mischungcn davon cnthali. 

29. Reagc oriental nach cincm dcr Anspruchc 26 2R, dadurch pckcnnzcichnct, dab" dcr Triigcr in Form von Parti- 
kcln mit einer mitilcren GroGe von 0. 1 urn bis 1 000 pm vorlicgi. 

30. RcagenTienkit nach einem dcr Ansprilche 26-29. dadurch gckennzcichnet, daB der Trager Poren mit cincr mtn- 
Icrcn (iro&e von 2 uui bis KXX) pro aufwcisL 

31. Reagcnzienkii nach cinetn dcr Anspruchc 26 29, dadurch Kckcnnzcichnci, doC dcr Tragcr in Form loser Schiil- 
tungen von Partikcln, I'ilicrscbichicn, Mcmbrancn, fjcwebco, l'ascrn odcr I riitc.n vorlicgi. 



